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RESUM 
La rodopsina és una glicoproteïna formada per una part proteica (opsina) i una part no proteica (11-
cis-retinal). Es localitza als discs dels segments externs dels bastons, un dels 2 tipus de fotoreceptors 
que es troben a la retina i que fan possible la visió amb poca llum.  
Les retinosis pigmentàries (RP) són malalties degeneratives causades per alteracions en l’estructura 
de la rodopsina degudes a mutacions genètiques. Aquestes malalties es caracteritzen per l’afectació 
en la visió nocturna i el camp visual. Actualment, encara no s’ha trobat un tractament efectiu, però 
un estudi recent (Mahesh et al., 2012) indica que l’administració d’àcid valproic durant 3 mesos a 
pacients amb RP els ha fet augmentar l’agudesa visual  i el  camp visual. 
En el present estudi s’ha treballat amb l’àcid valproic en forma de sal sòdica (valproat de sodi), i s’ha 
determinat in vitro l’estabilitat tèrmica de la rodopsina a diferents temperatures  i concentracions, 
així com la regeneració de la proteïna, el seu comportament a l’ acidificar i la possible variació en la 
fluorescència dels aminoàcids aromàtics presents a la rodopsina, tant en absència com en presència 
de valproat de sodi.  
Els resultats obtinguts mostren que el valproat de sodi fa que la rodopsina regeneri més ràpid i en 
un percentatge més alt, i alliberi més ràpid el retinal en els experiments de fluorescència, tot i que 
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RESUMEN 
La rodopsina es una glicoproteína formada por una parte proteica (opsina) y una parte no proteica 
(11-cis-retinal). Se localiza en los discos de los segmentos externos de los bastones, uno de los 2 tipos 
de fotoreceptores que se encuentran en la retina y hacen posible la visión con poca luz.  
Las retinosis pigmentarias (RP), son enfermedades degenerativas causadas por alteraciones en la 
estructura de la rodopsina debidas a mutaciones genéticas. Estas enfermedades se caracterizan por 
la afectación en la visión nocturna y el campo visual. Actualmente, todavía no se ha encontrado un 
tratamiento efectivo, pero un estudio reciente (Mahesh et al., 2012) indica que la administración de 
ácido valproico durante 3 meses a pacientes con retinosis pigmentarias les ha hecho aumentar la 
agudeza visual y el campo visual.  
En el presente estudio se ha trabajado con este ácido en forma de sal sódica (valproato sódico), y se 
ha determinado in vitro la estabilidad térmica de la rodopsina a diferentes temperaturas y 
concentraciones, así como la regeneración de la proteína, su comportamiento al acidificar y la posible 
variación en la fluorescencia de los aminoácidos aromáticos presentes en la rodopsina, tanto en 
ausencia como en presencia de valproato sódico.  
Los resultados obtenidos muestran que el valproato sódico causa una regeneración más rápida y en 
un mayor porcentaje de la rodopsina, además de hacer que ésta libere más rápidamente el retinal 
en los experimentos de fluorescencia, aunque no influye de manera tan significativa en la estabilidad 
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VALPROIC ACID AS A POTENTIAL THERAPEUTIC AGENT 
IN RETINITIS PIGMENTOSA: POSSIBLE INTERACTION 
WITH RHODOPSIN 
SUMMARY 
Rhodopsin is a glycoprotein formed by a proteic part (opsin) and a non-proteic part (11-cis-retinal), 
which is located in the rod outer segment discs. Rods are one of the two kinds of photoreceptors 
found in the retina, which make vision possible at low light conditions. 
Retinitis Pigmentosa (RP) are a group of degenerative diseases caused by alterations in 
rhodopsinstructure, due to genetic mutations. These diseases directly affect night vision and the 
visual field.  
Despite an efficient treatment has not been found yet, a recent study (Mahesh et al., 2012) showed 
that RP patients treated with valproic acid during a 3 month period increased their visual acuity and 
their visual field. 
In the present study, this acid has been used as a sodium salt form (sodium valproate), and different  
parameters have been determined in vitro, including rhodopsin thermal stability at different 
temperatures and different concentrations; rhodopsin regeneration; rhodopsin behaviour towards 
acidification; and rhodopsin aromatic amino acids fluorescence. All these parameters have been 
measured in the presence and in the absence of sodium valproate. 
The results obtained show that sodium valproate reduces rhodopsin regeneration time, as well as 
the regeneration percentage. Also, due to sodium valproate, rhodopsin releases the retinal faster in 
fluorescence tests. In contrast, it does not affect in such a significant way rhodopsin thermal stability 






Rhodopsin is an integral membrane glycoprotein which belongs to a large family of proteins named 
G protein-coupled receptors (GPCR). It is composed by a protein part (opsin) and a non-protein part 
(11-cis-retinal), which is a light sensitive A vitamin derivative that makes vision possible at low light 
conditions. Rhodopsin is located in the outer segment discs of rods, which are one of the two kinds 
of photoreceptors cells found in the retina. 
Valproic acid is a drug of "broad spectrum", named this way because it acts on many central nervous 
system pathways. Its action mechanism is not known precisely, but it has been observed that sodium 
valproate increases the action of -amino butyric acid (GABA), an amino acid present at high 
concentration in animal brains. This amino acid acts as an inhibitory neurotransmitter in various brain 
circuits, slowing excitatory neurotransmitters that lead to anxiety. The reinforcement of this amino 
acid is made through its increased synthesis or decreased degradation. 
The potential benefits of this drug are currently being studied in order to treat retinitis pigmentosa, 
which are a group of retinal hereditary degenerative diseases caused by genetic mutations that alter 
the structure of rhodopsin. These diseases affect night vision and the visual field, at an early stage, 
and eventually lead to blindness. The prevalence of these diseases, for which there is still no 
established treatment is between 1/3000 and 1/5000 people approximately, so they are considered 
as rare diseases. 
A recent study (Mahesh et al., 2012) conducted in vivo, indicated that treating retinitis pigmentosa 
patients with valproic acid in the form of sodium salt (sodium valproate) during a 3 months period, 
increased their visual acuity and their visual field. 
In this study we have employed sodium valproate, and we have determined in vitro the thermal 
stability of rhodopsin both in the presence and in the absence of valproic acid at different 
temperatures (55C, 50C and 37C). We have calculated the average life time (the time it takes for 
the sample to reach an absorbance value equal to 50% of the original absorbance) at 55C, and in 
this case the experiments have also been carried out at different concentrations (10M, 20M and 
1000M). Nonetheless, the thermal experiments have also been performed both at 50C and at 
37C. In these cases, the kinetics of the reaction has been very slow and this has prevented 
calculating the average lifetime. 
The thermal experiment at 55C has been carried out with different concentrations (10M, 20M 
and 1000M), and repeated three times for each concentration. The results showed only a slight 
  
increase in the average lifetime between the different concentrations when the concentration of 
sodium valproate was increased. 
Rhodopsin ability to regenerate, at 20C, has also been determined both in the absence and in the 
presence of 20M sodium valproate. The parameter determined has been the lifetime average that 
has been calculated as the time it takes to regenerate the protein to 50% of its total capacity. In 
addition, we have determined the regeneration percentage for rhodopsin in the absence and in the 
presence of sodium valproate. The regeneration experiments have revealed a significant difference 
between the regeneration of rhodopsin alone and regeneration of the sample in the presence of 
sodium valproate, which made rhodopsin regenerate faster, and also in a higher percentage. 
Realized the behavior of rhodopsin upon acidification has also been analyzed, in order to compare 
the stability of the active form of rhodopsin when sodium valproate is added. Acidifying means 
reprotonating the Schiff base linkage nitrogen, which is deprotonated upon rhodopsin 
photoactivation. As a consequence of rhodopsin Schiff base reprotonation an absorption band can 
be observed at 440nm. The presence of sodium valproate did not cause any significant effect on 
acidification test suggesting that the photoactivated rhodopsin Schiff base reprotonation process 
was not affected by the presence of this molecule.  
The fourth and final experiment that has been conducted is a fluorescence spectroscopy assay, in 
order to see if there are any changes in both the fluorescence of rhodopsin aromatic amino acids 
Phe, Tyr and Trp, and in the retinal release process induced by the presence of sodium valproate. 
The results showed rhodopsin retinal release is faster in the presence of sodium valproate. This could 
be interpreted as reflecting an altered active conformation in the presence of sodium valproate.  
 
In this study, we wanted to contribute to the investigation of the effect of valproic acid on rhodopsin 
structure and stability, and we have reached the following conclusions: 
• At 55C, and as the concentration of sodium valproate is increased, rhodopsin is thermal stability 
was not significantly changed. At a low concentration (10M), the lifetime average is 8.3  0.2 min, 
which is about 1 minute more than rhodopsin average lifetime. At high concentrations (1000M) the 
average lifetime was 6.3  0.1 min. 
• The lifetime average, at both 50C and 37C, could not be determined because the lower the 
temperature, the reaction rate becomes exceedingly slow. However, it has qualitatively estimated 




• Regarding rhodopsin regeneration, rhodopsin has been found to regenerate about 15% more in 
the presence of sodium valproate. Moreover, it does so faster when sodium valproate is present, 
being the difference in average life time of 2.3 min less. 
• Upon acidification, we have not seen a significant shift in the maximum absorption band of the 
protonated Schiff base of rhodopsin with sodium valproate compared with rhodopsin alone. 
Therefore, the presence of conformational changes in the Schiff base environment is unlikely. 
• Fluorescence spectroscopy measurements indicate that the presence of sodium valproate results 
in a faster retinal release which could be associated to slight structural perturbations in the 
photoactivated conformation of rhodopsin.  
Although the results of this study are encouraging, these have to be complemented with in vivo 
experiments in order to establish the potential benefits of valproic acid in the treatment of retinitis 
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1.1 LA RODOPSINA 
 
La rodopsina és una glicoproteïna monomèrica integral de membrana que forma part d’una gran 
família de proteïnes denominades Receptors Acoblats a Proteïnes G (GPCR). Es localitza als 
discos dels segments externs dels bastons de la retina (cèl·lules fotoreceptores), i n’és el pigment 
principal (figura 1). Les rodopsines són molt sensibles a la llum, fent possible la visió en 
condicions de poca llum.  
 




L’estructura de la rodopsina consisteix en una cadena polipeptídica de 348 aminoàcids. Aquesta 
es plega en  7 hèlixs transmembrana unides per llaços, seguint l’estructura general dels GPCR. 
Cada hèlix està composta per entre 19 i 34 aminoàcids. A més, com a característica pròpia, 
presenta una vuitena hèlix, que es troba al citoplasma.  
Generalment la rodopsina s’estructura en dues parts, una part proteica gran, que és la opsina, i 
una part no proteica petita, cromofòrica, que és un derivat de la vitamina A, en l’espècie humana 




l’11-cis-retinal. Aquestes dues parts s’uneixen formant una base de Schiff protonada entre el 
grup aldehid del retinal i el grup amino de la cadena lateral de la Lysina296. Aquesta càrrega 
positiva, queda contrarestada en la proteïna amb un aminoàcid proper amb càrrega negativa 
(Glu113). 
La rodopsina presenta 3 dominis ben diferenciats: 
1. Domini citoplasmàtic: correspon a l’extrem C-terminal. Aquí és on s’ajunta la proteïna G 
per produir la transducció de la senyal lluminosa durant el procés visual. Les hèlixs en 
aquesta zona s’uneixen mitjançant tres llaços anomenats C-I, C-II i C-III. A més, s’hi  troba 
l’extrem carboxil. 
2. Domin transmembrana: consta de les 7 hèlixs alfa que travessen perpendicularment la 
membrana cel·lular. Aquestes hèlixs, al interaccionar amb els components hidrofòbics 
de la membrana dels discs de les cèl·lules bastó de la retina (cues hidrofòbiques dels 
fosfolípids) generen una disposició en forma de barril. Dins d’aquesta conformació es 
troba el retinal (11-cis-retinal), el qual absorbeix la llum i s’isomeritza a la forma tot-
trans-retinal, iniciant el procés visual. En aquesta zona també existeixen tres llaços 
d’unió de les hèlixs transmembranals denominats E-I, E-II i E-III. 
3. Domini extracel·lular o intradiscal: correspon a l’extrem N-terminal on es troben dos 
llocs de glicosilació. En aquesta zona existeix un pont disulfur (-S-S-) entre dos residus 
de cisteïna que modula l’activitat de la rodopsina (Ramon et al., 2002). 
A la figura 2 es presenta l’esquema de l’estructura secundària de la rodopsina bovina, aquesta 
s’utilitza com a model per què és més fàcil d’obtenir que la humana i podem extrapolar els 
resultats ja que tenen un alt percentatge d’homologia en les seves seqüències. 
 





Figura 2. Esquema general de l’estructura secundària de la rodopsina bovina. Es treballa amb aquest model ja que és més fàcil 
d’obtenir que la humana i podem extrapolar els resultats perquè tenen un alt percentatge d’homologia en les seves seqüències.  
[Font:Ramon et al., 2002] 
 
Depenent de l’estat en el que es trobi la rodopsina, presenta diferents bandes d’absorció que es 
poden observar il·luminant la rodopsina amb la tècnica d’espectroscòpia UV-Vis; quan l’11-cis-
retinal es troba unit a l’opsina, formant la rodopsina, aquest màxim es troba a 500nm 
(conformació inactiva), això es deu a l’entorn del retinal dins de la proteïna i la base de Schiff 
protonada. En il·luminar la mostra amb llum de > 495nm, s’observa un màxim a 380nm, degut 
al tot-trans-retinal (conformació activa), encara unit a la proteïna, però en un entorn diferent de 
quan la proteïna està inactiva, i la base de Schiff està desprotonada. La base de Schiff es 
reprotona si s’afegeix àcid a la mostra de rodopsina, i s’observa que es produeix un 
desplaçament del màxim  d’absorbància a 440nm. D’altra banda si analitzem un registre 
espectrofotomètric d’una mostra de rodopsina s’observa un pic d’absorció a 296nm, que 
correspon a la part de l’opsina (Wald, 1954) (figura 3).  





Figura 3. Espectre d'absorció d'una mostra de rodopsina abans d'il·luminar (verd), després d'il·luminar (vermell) i després de 
l'acidificació (negre). També s'observa el pic d'absorció a 296nm de l’opsina. [Font: Ramon, 2005] 
 
1.1.2 MECANISME D’ACTIVACIÓ 
 
La rodopsina, a diferència de les demés proteïnes G no necessita d’un lligand per a poder activar-
se, ja que aquest lligand està unit a la proteïna en l’estat inactiu. En el cas d’aquesta, és la llum 
la que provoca el canvi de conformació de la rodopsina i l’activació de la proteïna G. L’activació 
desencadena una cascada de reaccions enzimàtiques, que permeten la transformació del senyal 
lluminós en un senyal elèctric que és captat pel nervi òptic i arriba al cervell (Ramon, 2005). 
En absència de llum, el cromòfor es troba inactiu en forma d’11-cis-retinal, i quan el fotó incideix 
sobre ell, aquest s’isomeritza  a tot trans-retinal. Al captar la llum, l’11-cis-retinal provoca que la 
rodopsina es transformi en diferents intermediaris fins arribar a Metarodopsina I (MetaI). 
Aquesta arribarà a la forma activa, Metarodopsina II (MetaII)  que a la seva vegada pot separar-
se en opsina i tot-trans-retinal o bé transformar-se a Metarodopsina III (MetaIII), que actuaria 
de reservori d’opsina unida a tot-trans-retinal. La MetaIII, d’altra banda, pot derivar un altre cop 
a MetaI, MetaII o bé separar-se el tot-trans-retinal de l’opsina per una hidròlisi més lenta 
(Ramon, 2005) (figura 4). 





Figura 4. Esquema dels intermediaris generats durant el procés de fotoactivació amb les seves respectives longituds d'ona. (----> 
hidròlisi lenta). [Font: Sakmar, 1998; Heck et al. 2003 i Vogel et al. 2004] 
 
Quan l’opsina i el retinal ja estan separats, el retinal es regenera novament a 11-cis-retinal a les 
cèl·lules de l’epiteli pigmentari de la retina. D’aquesta manera, quan la rodopsina està activa, 
reconeix i s’uneix a la seva proteïna G, la transducina. A partir d’aquest moment, s’inicia un 
procés de transducció del senyal iniciat per la llum (Ramon, 2005). 
Les alteracions en l’estructura de la rodopsina, com a conseqüència de mutacions genètiques 
són les responsables de certes patologies i disfuncions visuals com la ceguesa nocturna o la 
retinosi pigmentària (que és en la que ens basarem en aquest estudi), entre d’altres. 
 
1.2 EL RETINAL   
 
El retinal és un cromòfor (cromòfor significa que “dóna color”), derivat de la vitamina A o retinol, 
que equival aproximadament a un 10% del pes total de la rodopsina. La sensibilitat a la llum de 
la molècula de rodopsina i el color vermell-magenta d’aquesta, es deu a aquest cromòfor (Wald, 
1951).  
La majoria de vertebrats terrestres i marins, tenen el 11-cis-retinal (Wald, 1951), nosaltres, però, 
treballarem amb el 9-cis-retinal. 
La unió entre la opsina i l’11-cis-retinal (en el cas de la majoria de vertebrats) es fa formant una  
base de Schiff protonada entre el grup aldehid del retinal i el grup amino de la cadena lateral de 
la Lys296 (Sakmar et al., 1989 i Nathans, 1990) 
 






A la figura 5 es mostra l’estructura tridimensional  de l’11-cis-retinal (cromòfor inactiu) i la 
isomerització al captar la llum a tot-trans-retinal (cromòfor actiu).  
 




1.3 L’ÀCID VALPROIC 
 
L’àcid valproic és un àcid carboxílic ramificat (figures 6 i 7). Aquest és lleugerament soluble en 
aigua i molt soluble en dissolvents orgànics.   
A Espanya aquest àcid està comercialitzat en forma de sal sòdica per això a l’àcid valproic també 
se l’anomena valproat sòdic o simplement valproat. Presentat d’aquesta forma és molt 
hidrosoluble (Salas, 2005). 















1.3.2 USOS TERAPÈUTICS 
 
L’àcid valproic s’utilitza com a fàrmac antiepilèptic i estabilitzador de l’estat d’ànim (Gill et al, 
2011). Se l’anomena mèdicament d’ampli espectre (Salas, 2005), ja que actua en diversos canals 
del sistema nerviós central (SNC). Està indicat pel tractament i la profilaxis de l’ epilèpsia i el 
trastorn bipolar. També s’utilitza per la prevenció de migranyes, encara que no treu els mals de 
cap ja establerts. (http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/druginfo/meds/a682412-
es.html).  
Mecanisme d’acció: Actualment no es coneix exactament el seu mecanisme d’acció. Se sap que 
funciona al augmentar la quantitat de certes substàncies naturals al cervell.  
S’ha pogut observar que el valproat sòdic (VPA) incrementa l’acció de l’àcid -aminobutíric 
(GABA).  
El GABA és un aminoàcid de quatre carbonis present a bacteris, plantes i vertebrats. En el cas 
dels animals es troba al cervell en altes concentracions, aquest actua com a neurotransmissor 
inhibitori en diversos circuits cerebrals. Es troba en gran concentració al cerebel i en menor 
concentració al tàlem i hipocamp.  
L’aminoàcid actua com a fre dels neurotransmissors excitatoris que donen lloc a l’ansietat. La 
gent amb poc GABA tendeix a patir trastorns d’ansietat. En el cas de que no es trobés el GABA 
en algunes parts del cervell citades anteriorment, es produiria l’epilèpsia 
(http://www.psicologia-online.com/ebooks/general/neurotransmisores.htm). 
 Figura 6. Estructura molecular de l'àcid valproic. [Font: 
http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/archives/fdaDrugInfo.cfm?archiveid=
4978] 
Figura 7. Estructura tridimensional de 
l'àcid valproic. [Font: 
http://en.wikipedia.org/wiki/Valproic_acid] 




Aquest reforç de l’acció del GABA, es fa a través d’un augment de la síntesis o una disminució 
de la degradació d’aquest neurotransmissor 
(http://mx.prvademecum.com/droga.php?droga=154). 
 
1.4 LA RETINOSI PIGMENTÀRIA 
 
Les Retinosis Pigmentàries (RP) són un grup de malalties degeneratives que afecten l’ull. 
Aquestes es caracteritzen per una pèrdua lenta i progressiva de la visió, que al menys en les 
etapes inicials, afecten a la visió nocturna i perifèrica (camp visual) i que eventualment  
condueixen a ceguesa (Retinosis Pigmentaria: Preguntas y Respuestas, 2007). 
Aquest grup de malalties són hereditàries i causen la degeneració progressiva de la retina, 
afectant els fotoreceptors (cons i bastons) i a l’epiteli pigmentari (Flores et al., 2013). 
El moment vital de presentació de la RP pot variar, afectant a pacients amb pèrdua de visió 
durant la infància o fins i tot, no presentar símptomes fins l’edat adulta. 
Com hem dit abans, s’afecta la visió nocturna i el camp visual (CV) i se sap que la funció central 
de la retina disminueix més lentament que la de la retina perifèrica. Per tan, l’agudesa visual 
(AV) es deteriora més lentament que la pèrdua de CV.  
Es poden distingir tres patrons fonamentals d’herència de la RP: autosòmica dominant, 
autosòmica recessiva o lligada al sexe (cromosoma X); també està implicada la herència 
mitocondrial (Delgado, 2012). 
La herència autosòmica dominant sol ser la forma menys greu, ja que la malaltia progressa de 
forma molt lenta i en moltes ocasions l’afectat conserva una bona visió central fins a una edat 
avançada. Normalment un dels pares està afectat i transmet la malaltia a la meitat dels seus fills. 
El risc de patir la malaltia el tenen tant dones com homes.   
Les RP que es transmeten per herència autosòmica recessiva són més greus que les anteriors i 
poden presentar-se a l’adolescència amb problemes d’adaptació a la foscor. Aquest és el patró 
hereditari més freqüent. Els pares no pateixen la malaltia, però son portadors d’aquesta, per 
tant habitualment existeixen antecedents familiars de RP. En aquest cas s’afecta el 25% de la 
descendència, i poden estar afectats tant dones com homes.  




En el cas de la RP que es transmet per herència lligada al sexe (cromosoma x), afecta a fills homes 
de dones que no pateixen la malaltia però en són portadores. Aquesta és la forma més severa i 
progressiva (Retinosis Pigmentaria: Preguntas y Respuestas, 2007). 
 
1.4.1 EPIDEMOLOGIA  
 
Actualment la prevalença de RP és d’entre 1/3000 i 1/5000 persones, aproximadament. Es 
calcula que existeixen 1,5 milions de persones afectades per la malaltia al món, essent més 
freqüent en homes que en dones, majoritàriament de forma bilateral i simètrica en ambdós ulls. 
Concretament a Espanya, una de cada 80 persones és portadora del gen afectat, i en total 
existeixen 15.000 afectats per la malaltia. Aquest tipus de degeneració retiniana és la quarta 
causa de ceguesa al món (Flores et al., 2013). 
 
1.4.2 PRESENTACIÓ CLÍNICA 
 
Com hem dit anteriorment, un dels primers símptomes és la ceguesa nocturna (nictalopia), ja 
que els bastons de la retina perifèrica són els primers en deteriorar-se. Els pacients noten una 
lenta adaptació a la foscor o desorientació amb poca llum. Aquesta dificultat progressa més 
ràpidament en pacients amb RP autosòmica recessiva que en pacients amb RP autosòmica 
dominant (Flores et al., 2013).  
Sol aparèixer entre la primera i la segona dècada de la vida i pot passar desapercebuda fins a 
estadis avançats de la malaltia (Delgado, 2012). 
L’altre característica comú és la disminució progressiva del CV, donant-se més aviat la pèrdua 
en la visió perifèrica medial formant-se petits escotomes anulars, que poden passar 
desapercebuts pel pacient. En etapes avançades de la malaltia, la unió de múltiples escotomes 
anulars formen un gran escotoma en forma d’anell a 20-50 del punt de fixació (anomenat “visió 
en túnel”). Degut a que la pèrdua de CV és més ràpida cap a la perifèria que cap al centre, els 
pacients no es solen queixar de pèrdues de camp fins a estadis avançats, quan ja està afectada 
la part central de la retina (Flores et al., 2013). 
Els pacients amb RP poden conservar una bona AV durant anys tot i patir una gran pèrdua de 
CV, però amb el temps la majoria dels pacients experimenten disminució de l’AV degut al 








Figura 8. Fases de la disminució del CV en RP. [Font: Carpio, I. (2006), Campo Visual. capitulo 3. Campo visual patológico en 
general.] 
 
1.4.3 SIGNES CLÍNICS 
 
Els signes clínics de fons d’ull s’observen mitjançant la tècnica de la oftalmoscòpia. Aquests solen 
ser simètrics en ambdós ulls  i varien segons l’estadi en el que es trobi la malaltia.  
Les tres característiques comunes que es solen trobar són: espícules òssies1, atenuació dels 
vasos i pal·lidesa cerosa del disc òptic.  
En l’estadi incipient de la malaltia, l’aparença del fons d’ull sol ser normal, pot presentar o no, 
petits depòsits pigmentats i vascularització d’un disc òptic normal.  
En l’estadi intermedi s’observa presència de depòsit de pigment amb aspecte d’espícula òssia a 
la perifèria mitja del fons d’ull, lleugera atenuació i constricció dels vasos, lleugera pal·lidesa de 
disc òptic i atrofia papil·lar. L’àrea macular es manté preservada (figura 9).  
Per últim en estadis avançats trobem abundant cúmul de pigment, des de la perifèria fins a l’àrea 
macular, molt aprimament i atenuació dels vasos sanguinis (ocasionat per una menor demanda 
d’oxigen a la retina), acusada pal·lidesa del disc òptic (degeneració de les cèl·lules ganglionars), 
atrofia corioretiniana i foveomacular (Flores et al., 2013). 
                                                             
1 Espícules òssies: són cúmuls de pigment al llarg dels espais intersticials que envolten els vasos 
sanguinis de la retina (Delgado, 2012). 





Figura 9. Fons d'ull característic d'una persona amb retinosis pigmentaria en estadi intermedi. Es pot apreciar el cúmul de pigment 
en forma d’espícula òssia a la part inferior. [Font: http://www.elistas.net/lista/interedvisual/archivo/indice/241/msg/263/]. 
 
1.4.4 DIAGNÒSTIC CLÍNIC 
 
Per fer un diagnòstic clínic de retinosi pigmentària ens podem basar en la presentació clínica de 
símptomes, les alteracions del fons d’ull i del CV.  
Les proves que s’utilitzen són:  
 Camp visual: és el test que s’utilitza per avaluar i monitoritzar la progressió de la 
malaltia.  
 Defectes més habituals: augment de la taca cega, defectes equatorials i 
restricció concèntrica.  
 
 Angiografia fluoresceínica: pròpiament no és un test diagnòstic, però serveix per 
valorar les alteracions maculars. En la RP es veuen taques hiperfluorescents de forma 
difusa per l’alteració de l’epiteli pigmentari de la retina (EPR). 
 
 Electroretinograma (ERG): mesura la resposta elèctrica de la retina als estímuls de llum. 
La RP causa una reducció en l’amplitud i un retràs en el moment de la senyal elèctrica 
produïda per l’estimulació de la retina. L’amplitud de l’ERG es troba disminuïda en fases 
inicials, i es troba més afectat l’ERG escotòpic (bastons). En fases avançades pot estar 
totalment anul·lat.  
 
 Adaptació a la foscor (Adaptometria fosca): En pacients amb RP s’ha observat una 
pèrdua de sensibilitat tant en cons com en bastons (Flores et al., 2013). 
 
Visió del color: és normal fins que es troba afectada la màcula i disminueix l’AV (Delgado, 2012). 






Actualment no existeix un protocol de tractament estàndard per a pacients que pateixen RP.  
No es coneix una cura per la pèrdua de fotoreceptors o per reparar l’epiteli retinià afectat per la 
RP. Es pot donar el cas, en formes rares de RP que estiguin causades per deficiències nutricionals 
específiques, que modificant la dieta o prenent suplements vitamínics puguin respondre 
millorant l’estat de la malaltia.   
D’altra banda, s’ha vist que prendre dosis altes de vitamina A pot retardar el ritme de resposta 
dels cons en l’ERG, però no s’ha demostrat que retardin la pèrdua de visió. Tot i així, no tots els 
pacients són aptes per prendre aquests suplements.  
També s’estan observant beneficis a llarg termini administrant l’àcid docosahexaenoic (DHA), 
un tipus d’àcid omega 3, però encara s’han de fer més estudis per recomanar els suplements 
d’aquest (Flores et al., 2013). 
Entre les recomanacions plantejades a pacients amb RP i que pateixen edema macular, es troba 
l’ús de tractaments amb inhibidor d’anhidrasa carbònica via oral o tòpica. Si existeixen 
cataractes que disminueixin l’AV, s’haurien d’extreure per millorar la visió (mai el CV).  
A més, existeixen ajudes òptiques i no òptiques, prescrites per un òptic optometrista, que 
podrien ajudar a millorar la qualitat de vida d’aquests pacients, a través de l’entrenament amb 
llums d’alta intensitat, lupes, magnificadors i filtres òptics en lents de contacte que milloren la 
fotofòbia i la sensibilitat a l’enlluernament. Tot això pot millorar la qualitat visual i la qualitat de 













1.5 ANTECEDENTS O ESTUDIS PREVIS 
 
Actualment hi ha pocs estudis realitzats de l’efecte de l’àcid Valproic en la visió i CV, parlem 
concretament de retinosis pigmentàries. Per això podem dir que és un camp nou en el que 
encara queda molt en el que investigar.  
En aquest estudi, s’han fet experiments in vitro, però tot i així per la realització d’aquest, s’ha 
agafat com a guia, un estudi realitzat in vivo per P. Mahesh Shanmugam et al. (2012), publicat 
online a Springerlink.com (http://link.springer.com/article/10.1007/s40123-012-0006-8)   
A l’estudi esmenat, s’avalua l’efecte a curt termini de l’àcid valproic en la visió i en camps visuals 
en pacients amb RP. Es van tractar 10 pacients (20 ulls) masculins i femenins amb RP establerta 
amb més de 16 anys, amb VPA oral amb 500 mg/dia, en el període de 3 mesos.  
L’AV es va monitoritzar utilitzant la carta d’Snellen i els valors van ser transformats a equivalents 
de la carta de “Early treatment diabetic retinopathy study Chart” i del logaritme del angle mínim 
de resolució (logMAR). Es va avaluar la millor AV corregida a l’inici del tractament i als 3 mesos 
de tractament. Una millora en l’AV d’almenys una línia, es considerava una millora. Cap canvi, 
es considerava visió estable i la pèrdua d’una línia manifestava pèrdua de visió.  
Els canvis en el CV es van avaluar amb l’analitzador de camp visual Humphrey (30-2 SITA 
Standard test protocol). Els pacients havien de tenir al menys 20/400 de AV. Aquest test també 
es va realitzar al principi de l’estudi i als 3 mesos de tractament. Els següents criteris definien la 
millora en el CV com a significant: presencia de 3 o més localitzacions de test, no necessàriament 
contigües, que es convertien d’escotoma complert a un àrea completament visible en l’última 
revisió. No es van obtenir resultats contraris.  
L’AV mitja va millorar significativament des d’un valor previ de 20/72 (logMAR 0.560±0,488) fins 
a 20/65 (logMAR 0.513±0,422) als 3 mesos de tractament. La visió, va millorar en almenys una 
línia o més d’una línia en 10 ulls i va continuar estable en els altres 10.  
En relació als resultats del CV, va haver-hi una millora en 9 ulls, 9 més no van mostrar canvis 
significatius i en 2 ulls no es van poder obtenir els camps visuals degut a visió pobre.  
Els autors concloïen l’article dient que el tractament a curt termini (3 mesos) amb VPA, millora 
la visió i el CV en pacients amb RP i que s’haurien de fer estudis amb grups més nombrosos i 
amb tractaments més llargs. 
  






L’àcid valproic és un medicament d’ampli espectre que s’utilitza com a antiepilèptic, 
estabilitzador de l’estat d’ànim, en el tractament del trastorn bipolar i en la prevenció de 
migranyes. Un estudi recent (Mahesh et al., 2012) indica que la seva administració durant 3 
mesos a pacients amb RP ha resultat en un augment de l’AV i del CV d’aquests pacients.   
Un dels objectius d’aquest treball serà comprovar si la presència de VPA a diferents 
concentracions té algun efecte sobre la estabilitat tèrmica i la capacitat de regeneració de la 
rodopsina in vitro. Els assajos d’estabilitat tèrmica es realitzaran a 55, 50 i 37C i els de 
regeneració es realitzaran a 20C, utilitzarem la espectrometria UV-visible pel seguiment dels 
experiments. El que determinem i comparem al llarg del treball és el valor del temps de vida 
mitja (t1/2), tant en els experiments de estabilitat tèrmica com en els experiments de regeneració 
de la rodopsina.  
En el cas dels experiments d’estabilitat tèrmica, el t1/2 és el temps que triga la mostra en arribar 
a un valor de l’absorbància que sigui el 50% del valor inicial. Per als experiments de regeneració 
de la rodopsina, el t1/2  es defineix com el temps que triga en regenerar el 50% del total. En 
aquest últim cas, també s’ha calculat el percentatge total de proteïna regenerada en les 
diferents condicions de treball. 
A més, amb la tècnica de l’acidificació, observarem si hi ha algun desplaçament en el pic màxim 
d’absorció de la base protonada de Schiff al afegir VPA, respecte el pic de màxima absorció de 
la base protonada de Schiff de la rodopsina sola.  
Un altre objectiu d’aquest treball és comprovar in vitro si la presència de VPA genera canvis en 
la fluorescència dels aminoàcids aromàtics Phe, Trp i Tyr presents a la rodopsina; utilitzarem una 
tècnica que es diu espectroscòpia de fluorescència. Aquesta tècnica pot donar informació de 
canvis conformacionals a l’entorn dels aminoàcids responsables de la fluorescència i s’ha aplicat 









3. MATERIALS I MÈTODES 
 
3.3 Material general i reactius 
 Pipetes de 5 i 10 ml.  
 Micropipetes de 10, 200 i 1000 l. 
 Matrassos aforats de 10 i 100 ml. 
 Membranes Millex HA filtre de MFMillipore  0,45 M. 
 Cubetes fosques de quars per l’espectrofotòmetre i taps per evitar l’evaporació del seu 
contingut. 
 Espectrofotòmetre UV-Vis Cary (100Bio) de doble feix.  
 Controlador de temperatura Peltier; Cary. 
 Bany termostàtic d’aigua DARLAB. 
 Centrífuga ORTO-ARLESA; BIOCEN. 
 Centrífuga d’Eppendorfs Spectrafuge mini-centrifuge; Sigma-Aldrich. 
 Balança precisa QUALITY. 
 Làmpada amb filtre vermell. 
 Font d’il·luminació FIBER-LITE MI-150 (Dolan Jenner) 
 Espectrofotòmetre de fluorescència de estat estable QM-1 de Photon Technologies  
 Accessori controlador de temperatura Peltier TLC 50. 
 Filtre >495 nm. 
 2-propilpentanoat de sodi (valproat sòdic, abreviat VPA). 
 Segments externs dels bastons (ROS). 
 9-cis-retinal. 
 Detergent dodecil maltòsid (DM). 
 Aigua MilliQ per la preparació de totes del dissolucions. 
 Tampó HEPES 100mM amb 0.05% DM, pH=7,4. 








Ens els apartats que es troben a continuació, s’explica pas per pas la metodologia seguida per la 
realització dels diferents assajos i la preparació dels materials.  
 
3.4 Solubilització de ROS en detergent DM 
Abans de poder treballar amb la rodopsina, aquesta s’ha hagut d’extreure de retines bovines 
fins a obtenir els segments externs dels bastons (ROS). La rodopsina de ROS s’ha de solubilitzar 
per poder realitzar l’estudi espectrofotomètric. Per fer-ho, utilitzem com detergent DM al 10% 
(Franke et al., 1992). El procés per a fer aquesta solubilització de ROS és el següent:  
1. En un eppendorf de 1ml es suspèn una mostra de 200L de ROS en 250l d’aigua MilliQ 
i 50l de detergent DM (dodecil maltòsid) al 10% en pes. 
2. Agitació de la dissolució anterior durant 1 hora, a 4C i en foscor.  
3. Centrifugació de la mostra a 4C durant 30 minuts a 8000 revolucions per minut (rpm).  
4. Extracció del sobrenedant, prenent 100l de la mostra i realitzant un espectre per 
calcular la concentració de rodopsina.  
5. Els 500l de ROS obtinguts, es reparteixen en 5 eppendorfs per a poder treballar amb 
més facilitat. 
 
3.5 Preparació del tampó HEPES 1M pH 7,4 
1. Es dissolen de 23,832g d’HEPES (forma àcida, Sigma-Aldrich) en un vas de precipitats 
amb 75ml d’aigua MilliQ aproximadament.  
2. Ajust del pH a 7,4 amb NaOH (0,5g aproximadament). 
3. Traspàs de la dissolució a un matràs aforat de 100ml i enrasat amb aigua MilliQ.  








3.6 Preparació del tampó HEPES 100mM pH 7,4 amb 
0.05% de DM 
1. S’agafen 10ml de tampó HEPES 1 M i es fiquen en un aforat de 100ml. Enrasem amb 
aigua MilliQ. i homogeneïtzem. 
2. Extraiem 50l de tampó i addicionem de 50l de detergent DM al 10%. Homogeneïtzem 
la dissolució. 
3. Comprovació del pH, que és de 7,4. 
 
3.7 Preparació de 10ml de dissolució 0,1M de VPA en 
tampó HEPES 100mM (0,05% DM) 
1. Es pesa la quantitat calculada de VPA en una balança de precisió, en un vas de precipitats 
de 10ml, en aquest cas és de 0,1669 g de VPA. 
2. Preparem la dissolució en el tampó HEPES i un altre en H2O MilliQ. S’afegeix l’aigua o el 
tampó al vas de precipitats, aproximadament fins a la meitat del volum que es vol 
preparar. 
3. Agitació de la dissolució fins que el solut estigui ben dissolt. Si el solut no es dissol en 
fred, s’ajuda amb calor, que és el que vam haver de fer en aquest cas.  
4. Amb l’ajuda d’un embut de canya llarga i una vareta de vidre, es traspassa la dissolució 
del vas de precipitats a un matràs aforat de 10ml, quantitat que volem preparar.  
5. Es renten la vareta i el vas de precipitats amb el dissolvent que estiguem fent la 
dissolució i es transfereixen les aigües de rentat al matràs aforat. S’ha de repetir aquest 
procés, almenys dues vegades més. 
6. S’afegeix el dissolvent fins a omplir la meitat del matràs i s’agita el contingut. Aquest pas 
es farà 2 cops.  
7. S’omple el matràs gairebé fins a la marca d’enràs i es deixa reposar 1 minut.  
8. Amb una pipeta Pasteur, un compte gotes o una pipeta, s’enrasa el matràs aforat.  
9. Per acabar d’homogeneïtzar, es tapa el matràs i es dona la volta varies vegades sense 
agafar-lo del coll.  
 




A partir d’aquesta vam fer una dilució 1/1000=0,0001 M=0,1mM, de tal manera que afegint 10l 
d’aquesta dissolució, per exemple, en un total de 100l, obtindrem una concentració de VPA en 
la cubeta de 10M. 
 
3.8 Estabilitat tèrmica de rodopsina en absència i 
presència de VPA 
Aquest experiment s’ha realitzat a tres temperatures diferents:  55C,  50C i 37C. 
Per determinar la estabilitat tèrmica s’ha seguit el següent procediment: 
1. Realització d’una línia base amb el tampó HEPES 100mM pH 7,4 (0,05% DM) a la cubeta 
de referència i a la de mostra, per tal d’eliminar qualsevol absorbància que no 
correspongui a la de la mostra. En cas de fer l’assaig amb VPA es fa la línia base amb 
290l (o 280l o 270l, segons la concentració utilitzada de VPA) del tampó HEPES 
100mM pH=7,4 i 10l (o 20l o 30l) de VPA 0,1mM (o 0,01M, en el cas de voler fer 
l’assaig a la concentració 1000M). 
2. A la cubeta de mostra, s’afegeixen X l de ROS en X l de tampó HEPES 100mM al 0,05% 
de DM pH 7,4. En cas de fer l’experiment amb el VPA, s’afegeix aquest de manera que 
quedi una concentració total de 10M (o 20M o 1000M segons l’experiment) en un 
volum total de 100l. 
3. S’augmenta la temperatura del sistema a 55C (o a 50C o a 37C, segons l’experiment) 
i es programa l’espectrofotòmetre per a que realitzi espectre cada X minuts i s’inicia el 
registre de cicles. 
4. Una vegada hagin acabat els cicles que haguem programat, il·luminem amb llum blanca 
durant 1 minut.  
En el cas de l’experiment a 37C la metodologia seguida ha estat una mica diferent, la qual 








3.8.1 Estabilitat tèrmica de rodopsina en absència i presència 
de VPA a 37C 
 
Preparació prèvia 
Preparació de 3 eppendorfs (m1, m2 i m3) amb 20L de ROS i 980l de tampó HEPES 100mM al 
0,05% de DM pH 7,4, en cadascun d’ells (1000L per eppendorf). 
Preparació de 3 eppendorfs més (m1VPA, m2VPA, m3VPA) amb 20l de ROS, 200l VPA i 780l del 
tampó HEPES 100mM al 0,05% de DM pH=7,4, en cadascun d’ells (1000l per eppendorf).  
Preparació dels blancs per realitzar la línia base: un eppendorf amb 1000L del tampó HEPES 
100mM al 0,05% de DM pH=7,4 i un segon eppendorf amb 200l de VPA i 800l del tampó 







Totes aquestes mostres distribuïdes en els diferents eppendorfs es guarden dins d’una estufa a 
37C.  
Per determinar la estabilitat tèrmica a 37C s’ha seguit el següent procés: 
1. S’agafa l’eppendorf de l’estufa que es troba a 37C amb el blanc de mostra que 
necessitem per a la línia base. 
2. Realització d’una línia base amb el tampó HEPES 100mM pH=7,4 (0,05% DM) a la cubeta 
de referència i a la de mostra, per tal d’eliminar qualsevol absorbància que no 
correspongui a la de la mostra. Si volem fer les mesures de les mostres amb VPA, la línia 
base es realitzarà també amb aquest, posant a la cubeta de referencia i a la de mostra 
HEPES 100mM pH 7,4 (0,05% DM) + VPA.  
3. S’agafa de l’estufa l’eppendorf amb la mostra que volem enregistrar. 
4. A la cubeta de mostra, s’afegeixen 100l d’aquesta mostra per fer la mesura. 
m1, m2, m3 
HEPES 100mM al 0,05% de DM 
VPA [20M] + HEPES 100mM al 
0,05% de DM 
 
m1VPA, m2VPA, m3VPA 




5. Prèviament s’ha augmentat la temperatura del sistema a 37C, llavors es fa el registre 
de la mostra. 
6. S’il·lumina la mostra amb llum blanca durant 1 minut i es torna a fer el registre de la 
mostra. 
7. Es retorna la mostra a l’estufa i s’agafa la següent.  
Aquest procés es realitza per a cada una de les mostres. En el nostre cas durant els primers 4 
dies, s’han fet registres cada 24 hores. La cinquena mostra es va prendre passades 144 hores (6 
dies), la sisena a les 192 hores (8 dies), la setena a les 240 hores (10 dies), la vuitena a les 312 
hores (13 dies) i per últim la novena a les 360 hores, és a dir, (15 dies). De tal manera que en 
total es van fer les següent mesures:  
 










TOTAL DÍES 15 
 










3.9 Regeneració de rodopsina en absència i presència de 
VPA 
Per realitzar la regeneració, aquesta s’ha fet a una temperatura de 20C i s’han seguit els 
següents passos: 
1. Realització d’una línia base amb el tampó HEPES 100mM pH 7,4 (0,05% DM) a la cubeta 
de referència i a la de mostra, per tal d’eliminar qualsevol absorbància que no 
correspongui a la de la mostra.  
2. A la cubeta de mostra, s’afegeixen X l de ROS en X l de tampó HEPES 100mM. 
3. Realització d’un espectre inicial de la mostra de rodopsina  
4. S’afegeix una quantitat de 9-cis-retinal equivalent a 2,5 vegades a concentració de 
rodopsina i es realitza un altre espectre.  
5. Es programa l’espectrofotòmetre per a que realitzi cicles cada 5 minuts durant X hores 
i s’il·lumina la mostra durant 30 segons amb un filtre de 495nm i s’inicia el registre de 
cicles.  
6. Si l’experiment es fa amb VPA, es repeteixen el passos amb una concentració de VPA de 
20M.  
 
3.10 Comportament de la rodopsina i VPA al acidificar  
 
Amb aquest experiment volem observar l’estabilitat de la forma activa de la rodopsina, és a dir, 
quan es troba en estadi Meta II, a l’afegir VPA. Per a poder comparar resultats, s’ha fet primer 
amb la mostra de rodopsina sola i després amb la mostra de rodopsina amb VPA.  Per a realitzar 
aquest experiment, primer s’il·lumina la mostra de rodopsina sola o amb VPA si és el cas, i 
desprès l’acidifiquem amb àcid sulfúric 2N. Amb aquesta acidificació reprotonem la base de 
Schiff, que quan es passa de rodopsina a Meta II es desprotona. La reprotonació s’observa amb 
l’aparició del pic de 440nm (Sakamoto i Khorana, 1995), i només la part de proteïna que estigui 
en conformació Meta II, serà la que contribuirà a aquest pic d’absorció. 
L’experiment es realitza a 20C i es passos a seguir són els següents:  
1. Realització d’una línia base amb el tampó HEPES en el cas de fer-ho amb rodopsina sola. 
Si fem l’experiment amb VPA, la línia base s’haurà de fer també amb aquest. 
2. S’enregistra un espectre inicial de la rodopsina sola o amb VPA [20M]. 




3. S’il·lumina la mostra amb un filtre >495nm i es repeteix l’espectre.  
4. Afegim àcid sulfúric 2N (H2SO4 2N), 15l en el nostre cas, i es fa un altre espectre.  
5. Passats 5 min es torna a repetir l’espectre.  
 
3.11 Espectroscòpia de fluorescència 
Per a realitzar la prova de la fluorescència s’ha seguit el següent procés experimental:  
1. Es manté la mostra de rodopsina al fluorímetre durant 30 min a 20C per estabilitzar la 
línia base.  
2. S’il·lumina la mostra duran 30 s amb el filtre >495 nm. 
3. S’enregistra la corba d’augment exponencial.  
 
3.12 Càlcul de la concentració de rodopsina; 
espectroscòpia UV-Vis 
Una de les dues tècniques que s’han utilitzat en aquest treball per obtenir les mesures ha estat 
l’espectroscòpia UV-Vis. Aquesta es basa en la interacció entre la radiació electromagnètica o 
llum i la matèria. El rang que avarca la radiació electromagnètica és ampli i s’expressa en longitud 
d’ona () i la seva unitat són els centímetres (cm), encara que el rang del UV-Vis s’expressa en 
nanòmetres (nm). La regió a la que pertany l’UV-Vis es troba entre els 180 i 700nm. Les longituds 
d’ona inferiors a 350 pertanyen a la regió de l’ultraviolat (UV), i les superiors a 350nm pertanyen 
al visible (Vis). 
En el rang de l’UV-vis, es pot treballar de dues maneres: 
o Mesurant la radiació que absorbeix la mostra després d’haver estar radiada per llum 
d’una  concreta. 
o Mesurant la radiació que es transmet a través de la mostra (Ramon, 2005). 
Els espectres que s’obtenen es poden mesurar quantitativament utilitzant la llei de Lambert-
Beer, que es pot resumir en la següent equació:  
𝑨 =  𝜺 · 𝒃 · 𝒄 




On A es correspon a l’absorbància;  es refereix al coeficient d’extinció molar, que es mesura en 
M-1·cm-1; b és el camí òptic o distància que recorre la llum, mesurat en cm; i c és la concentració 
del cromòfor que absorbeix la llum a la  que ens és útil, mesurat en unitats de Molaritat.  
Aplicant aquesta fórmula podem calcular la concentració d’un compost que absorbeix la llum a 
una  concreta.  
Totes les mesures d’espectroscòpia UV-Vis, han estat realitzades amb l’espectrofotòmetre UV-
Vis Cary (100Bio) Dual Beam connectat a un aparell controlador de temperatura Peltier. 
Degut a la fotosensibilitat de la rodopsina, s’ha hagut de treballar en una cambra totalment 
fosca, sota un llum amb un filtre vermell.  
Per tal de poder fer el càlcul de la concentració de rodopsina, en primer lloc, s’ha de conèixer la 
seva absorbància a 500nm; un cop la coneixem, apliquem la llei de Lambert-Beer: Abs500=·b·c.  
L’absorbància a 500nm  la podem conèixer fent una mesura amb l’espectrofotòmetre (figura 
10), el coeficient d’extinció molar () de la rodopsina és de 40600 M-1·cm-1 i b és 1 cm.  
Exemple numèric:  
Si la Absorbància a 500nm de una mostra de rodopsina és 0,6985, aplicant la llei de Lambert-




=1,720·10-5 M=17,2  M 
Nosaltres treballarem amb una absorbància de entre 0,02 i 0,03. Per tant si imposem que volem 




= 7,39·10-7 M=0,739 M  
Per a poder treballar amb la absorbància desitjada, hem de diluir la primera mostra un total de 
23,3 vegades.  





















Figura 10. Absorbància en funció de la  d'una mostra de rodopsina solubilitzada Abs500=0,11. Aquesta s’haurà de diluir per a 
treballar en les condicions que volem. 
 
3.13 Càlcul de la quantitat de retinal afegida; 
espectroscòpia UV-Vis (regeneració de rodopsina)  
La concentració de retinal que utilitzem per a tots els experiments de regeneració s’obté de fer 
una dilució d’una solució de retinal inicial que es troba congelat a -80C. La concentració inicial 
d’aquesta és de 26,4mM. D’aquesta dissolució, s’ha fet una dilució 
2
1000
 en etanol. Per tant 
obtenim una concentració final de retinal de 52,8M, i amb aquesta és amb la que treballem.  
Per tal d’igualar en alçada els pics d’absorció de la rodopsina sola i el retinal, i així saber quin % 
de rodopsina s’acaba regenerant, la concentració del retinal ha de ser 2,5 vegades superior a la 
de la rodopsina (tal i com s’ha comentat a la metodologia de la regeneració).  
Per tant, per calcular quin volum de retinal s’ha d’afegir a la cubeta ho fem a partir de l’expressió:  
𝑣1·𝑐1 = 𝑣2 · 𝑐2 
On, c1= concentració inicial del retinal; c2= 2,5 x concentració de rodopsina; v2= (100 l + v1) i v1 









Exemple numèric:  
Si sabem que la concentració de rodopsina és de 0,49M, després d’haver aplicat la llei de 
Lambert-beer (veure apartat 4.8), la concentració de retinal que voldrem a la cubeta serà de 
2,5x0,49M, per tal d’igualar en alçada els pics d’absorbància de la rodopsina i el retinal:  
2,5x0,49M= 1,23M 
Per tant tindrem que: c1= 52,8M ; c2= 1,23M; v2= (100l + v1) 
Aplicant l’equació tenim:  
𝑣1 · 52,8𝜇𝑀 = (100𝜇𝑙 + 𝑣1) · 1,23 
Aïllant, obtenim que  v1≃2,4l.  
 
3.14 Reaccions de primer ordre: càlcul del temps de 
vida mitja.  
Les reaccions de primer ordre, són aquelles reaccions que corresponen a processos elementals 
unimoleculars, és a dir, aquelles que impliquen només una molècula.  
Per aquestes es pot definir una relació empírica entre la velocitat i les concentracions dels 






Integrant aquesta equació, s’obté una expressió logarítmica:  
 
ln[𝐴] = −𝑘 · 𝑡 + ln [𝐴]0 
 
On es representa ln[A] enfront el temps, obtenint una recta de pendent igual a –k i amb 
ordenada a l’origen igual a ln[A]0.  




En els processos governats per lleis de primer ordre, la concentració de reactiu (A) disminueix 
de manera exponencial, i de manera simultània, la concentració del producte augmenta també 
de manera exponencial.  
Si a t=0 [P]0=0 (només hi ha reactiu), per a un temps t, [A]+[P]=[A]0 i la concentració de producte 
a qualsevol t vindrà donada per:  
 
[𝑃] = [𝐴]0(1 − 𝑒
−𝑘𝐴𝑡)  o  [𝐴] = [𝐴]0𝑒
−𝑘𝐴𝑡 
 
Quan es parla de cinètica, sovint es parla d’un concepte important que és el temps de vida mitja 
o temps de semireacció (t1/2). Aquest temps, fa referència al temps que cal per a que la 
concentració del reactiu es redueixi a la meitat, i es pot calcular un cop s’ha seleccionat la corba 
que millor s’adapta a la gràfica.  
 
En el cas de les reaccions de primer ordre: [𝐴] = [𝐴]0𝑒
−𝑘𝐴𝑡 
 
Quan t=t1/2,  [𝐴] =
[𝐴]0
2





El valor de k és el que obtenim d’ajustar la corba que millor s’adapta als punts obtinguts, en el 



















3.15 Càlcul per a la normalització de resultats  
 
Per tal de poder comparar resultats, hem de normalitzar els resultats obtinguts. En els 
diferents experiments aquest càlcul pot variar una mica, per això s’explica a continuació 
l’expressió aplicada en cada cas.  
  
3.15.1 Normalització de resultats dels assajos d’estabilitat 
tèrmica de rodopsina 
 
𝐴𝑏𝑠500𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑡𝑧𝑎𝑑𝑎 =  
(𝐴𝑏𝑠500𝑡=𝑡 − 𝐴𝑏𝑠500𝑡=𝑡𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑖𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎)
(𝐴𝑏𝑠500𝑡=0−𝐴𝑏𝑠500𝑡=𝑡𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑖𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎)
 
On “t” és el temps al que es fa la mesura de cada mostra.  
3.15.1.2 Normalització de resultats dels assajos d’estabilitat tèrmica de 
la rodopsina a 37C  
 
𝐴𝑏𝑠500𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑡𝑧𝑎𝑑𝑎 =  
(𝐴𝑏𝑠500𝑡=𝑡 − 𝐴𝑏𝑠500𝑡=𝑡 𝑖𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎)
(𝐴𝑏𝑠500𝑡=0−𝐴𝑏𝑠500𝑡=𝑡=0 𝑖𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎)
 
On “t” és el temps al que es fa la mesura de cada mostra.  
 
3.15.2 Normalització de resultats dels assajos de regeneració 
de rodopsina 
 
En aquest cas el càlcul és el mateix que en la estabilitat tèrmica, però s’ha de tenir 
en compte, que el valor que s’agafa com a il·luminat, és el valor que s’obté just 












4. RESULTATS I DISCUSSIÓ 
 
Aquest apartat es dividirà en quatre subapartats diferenciats, un per les proves d’estabilitat 
tèrmica, un altre per les de regeneració de la proteïna, un tercer apartat per al comportament 
d’acidificació de la rodopsina en presència de VPA, i un últim subapartat per a la espectroscòpia 
de fluorescència. 
  
4.1 ESTABILITAT TÈRMICA 
En aquest experiment es mesura la disminució d’absorbància de la rodopsina a 500nm, estant 
sotmesa a una temperatura concreta i estable, marcada per nosaltres. En el nostre cas hem 
realitzat aquests experiments a 55C, 50C i 37C (temperatura fisiològica), en aquesta última 
essent la metodologia seguida lleugerament diferent a la de les altres (veure materials i 
mètodes). Per trobar el valor del temps de vida mitja (t1/2), s’ha escollit en aquest cas la corba 
de decreixement exponencial, ja que és la que millor s’ajusta a les gràfiques que s’obtenen.  
A la figura 11 es mostra l’espectre UV-Visible d’una mostra de rodopsina solubilitzada. L’assaig 
es va realitzar a 55C i es va fer registrar un espectre cada minut.  
 (nm)






















Figura 11. Absorbància d'una mostra de rodopsina al llarg del temps a 55C 




Com es pot veure el pic màxim d’absorció de la rodopsina es troba a 500nm i, a mesura que el 
temps passa, l’absorbància disminueix fins a arribar a ser pràcticament 0 als 46 minuts. 
Per a que sigui possible comparar i analitzar correctament les diferències entre els temps de vida 
mitjà de cadascuna de les condicions diferents en que s’ha treballat, utilitzem gràfiques on es 
mostra l’absorbància normalitzada (tal i com s’ha descrit en l’apartat de metodologia) en funció 
del temps.  
Seguidament es mostren les gràfiques que comparen resultats obtinguts amb la proteïna en 
absència i en presència de VPA a diferents concentracions, a més de a les diferents temperatures 
comentades anteriorment.  
 
4.1.1 TEMPERATURA: 55C 
 
t (min)






























Figura 12. Estabilitat tèrmica de la rodopsina a 55C en absència de VPA. Absorbància mitjana normalitzada a 500nm. 
































Si observem la figura 13 (A, B i C), podem veure que a mida que augmentem la concentració de 
VPA, s’afecta lleugerament l’estabilitat tèrmica, però els resultats no indiquen una gran 
diferència.  
Analitzant el t1/2 de cascuna de les concentracions utilitzades, trobem que per a [VPA]=10M 
obtenim un resultat de 8,3  0,2 minuts (min); per a [VPA]=20M obtenim un resultat de 7,6  
0,1 min; i per a c= 1000M obtenim un temps de vida mitja de 6,3  0,1 min. Tots tres en 
comparació al t1/2 de la rodopsina sola, que és de 7,4  0,1 minuts.  
En vista dels resultats obtinguts, i observant les gràfiques, podem dir que a mesura que 
augmentem la concentració de VPA, fent les mesures a 55C observem una lleugera disminució 
de l’estabilitat tèrmica de la rodopsina.  
 
Figura 13. En les següents gràfiques es fa la 
comparativa entre la rodopsina sola i la rodopsina en 
presència de VPA amb tres concentracions diferents:  
En la gràfica A, c=10 M; en la gràfica B  c=20M; i en 











































































































Rodopsina + VPA [VPA amb HEPES 100mM] R b t1/2 (min) 
A 10 M 0,9919 0,0839 8,3  0,2 
B 20 M 0,9971 0,0910 7,6  0,1 
C 1000 M 0,9980 0,1101 6,3  0,1 
Taula 2. Quadre resum dels t 1/2 obtinguts a l'assaig d'estabilitat tèrmica a 55oC i a les diferents concentracions de VPA. Els 
valors representen la mitja de 3 mesures, amb un valor de desviació corresponent a l'error estàndard (SE). 
 
4.1.2 TEMPERATURA: 50C 
 
t (min) 




























Figura 14. Estabilitat tèrmica de la rodopsina en absència de VPA a 50C. 
 
En aquest cas vam utilitzar només la concentració 20M de VPA. Aquesta es compararà amb els 
experiments fets a 55C fets amb la mateixa concentració. 

































Figura 15. Estabilitat tèrmica de la rodopsina en presència de VPA 20 µM a 50 C. 
 
Si comparem la forma de les gràfiques de l’apartat anterior (vegeu figures 12 i 13), que 
corresponen als assajos fets a T= 55C,  amb les gràfiques de les figures 14 i 15,  fetes a T= 50C, 
observem que a 55C el procés d’estabilitat tèrmica és un procés ràpid, on en menys d’un hora 
l’absorbància a 500nm inicial, ha baixat a 0, podent calcular el t1/2. En canvi, a 50C, s’observa 
que encara quan han transcorregut 3 hores i 10 minuts, en el cas de la rodopsina sola, 
l’absorbància a 500nm inicial ha baixat poc més d’un quart del total. Aquest efecte es veu més 
marcat en el cas de l’assaig fet amb rodopsina en presència de VPA, on l’absorbància a 500nm 
inicial ha baixat aproximadament en el mateix temps transcorregut un quart del total. Per tant, 
en cap dels assajos fet a 50C es pot calcular t1/2, ja que l’absorbància no ha arribat al 50% de la 
absorbància inicial.  
El que sí podem veure si observem les gràfiques és que amb VPA sembla que el procés és encara 
més lent que sense rodopsina: en el primer cas als 195 min la Abs500 normalitzada és 0,8306 i 










4.1.3 TEMPERATURA: 37C 
 
Com ja s’ha explicat a l’apartat de mètodes, per fer aquest experiments s’ha utilitzar la 
concentració nº 2 de VPA, és a dir, 20M, a 37C.  
S’ha realitzat aquest experiment, amb la finalitat d’extrapolar amb una mica més d’exactitud els 
resultats obtinguts in vitro, a un hipotètic tractament in vivo amb aquest medicament, ja que 
37C es considera la temperatura fisiològica normal. Tot i així ens ha estat impossible determinar 
cap paràmetre a aquesta temperatura, ja que com hem comprovat és un procés molt lent que 
necessitaria molts dies per què l’absorbància a 500nm es redueixi a la meitat i  poder arribar a 
determinar el t1/2.  
Per a l’obtenció dels resultats, s’ha fet la mitjana entre m1, m2 i m3, en el cas de les mostres amb 
rodopsina sola, i m1VPA, m2VPA i m3VPA, en el cas de les mostres amb VPA (vegeu materials i 
mètodes). Aquesta mitjana va acompanyada d’un valor de desviació corresponent a l’error 
estàndard (SE), que en aquest cas, per a aquesta temperatura, degut a que les mesures s’han 
fet en dies diferents, ha estat molt difícil cometre un error petit a diferencia dels casos en que 














Figura 16. Estabilitat tèrmica de la rodopsina en absència de VPA  a 37C. Absorbància mitja a 500nm normalitzada, es va fer la 
mitja de tres mesures experimentals. 
t (hores)































































Figura 17. Estabilitat tèrmica de la rodopsina en presència de VPA a 37C. Absorbància mitjana a 500nm normalitzada, es va fer 
la mitja de tres mesures experimentals. 
 
Com es pot observar a les figures 16 i 17, a 37C el procés d’estabilitat tèrmica és molt més lent 
que a 50C, com era d’esperar, ja que havent passat 15 dies, mantenint la mostra a 37C i fent 
lectures puntuals, l’absorbància a 500nm (rodopsina), no ha baixat gairebé res. Per tant, ens ha 
sigut impossible calcular el t1/2, tant per a la mostra sola de rodopsina (figura 16), com per a la 
mostra amb VPA (figura 17).  
El que observem si comparem les figures 16 i 17 és que també en aquest cas el procés sembla 













4.2 REGENERACIÓ DE RODOPSINA  
La intenció d’aquest experiment, és comprovar si la presència de VPA afecta al total de 
rodopsina regenerada al llarg del temps, i quant triga aquesta en regenerar-se.  Per a poder 
calcular i comparar aquest temps, es fa d’igual manera que s’ha fet amb l’estabilitat tèrmica. 
S’ha calculat t1/2 per analitzar quant triga en regenerar el 50% del total de rodopsina en un 
període de temps de dues hores, que és el que dura l’assaig.  
Hem de tenir en compte, que en comptes de treballar amb l’11-cis-retinal, que és el que 
correspon a l’espècie humana, es treballarà amb el 9-cis-retinal, ja que aquest últim es troba 
comercialitzat. 
A la figura 18 s’observen els diferents pics d’absorbància de la rodopsina en funció de les 
mesures que s’hagin fet: la primera corba (negre) correspon a la proteïna abans d’afegir-li el 
retinal, l’agent amb el que experimentem o abans d’il·luminar, de tal manera que presenta un 
màxim d’absorbància a 500nm; la segona corba (vermella) està realitzada després d’afegir el 
retinal, per tant a la corba apareixen dos màxims, un a 376nm que correspon al retinal, i el de 
500nm de la proteïna; la tercera corba (verda), desprès d’il·luminar la mostra durant 30 segons 
amb el filtre de 495nm, mostra només el pic de 376nm, ja que la rodopsina inicial ha isomeritzat 
el 9-cis-retinal a tot-trans-retinal. Finalment, l’ultima corba (groga), torna a mostrar el pic 
d’absorbància màxima a 500nm, que es veurà més gran o més petit segons la quantitat total que 
s’hagi regenerat.  
 
 
Figura 18. Regeneració d'una mostra de rodopsina al llarg del temps. 
Rodopsina
 (nm)

































































Figura 19. A la gràfica es compara l’augment de la Abs500  de la rodopsina en absència i presència de VPA  20M (experiments de 
regeneració). 
 
A la figura 19 podem observar que el VPA afecta molt més en la regeneració de la rodopsina que 
en l’estabilitat tèrmica. La proteïna sola passades dues hores, ha regenerat un 84,6% del total, i 
el t1/2 és de 19,5  0,4 min. Amb  VPA, la rodopsina ha estat capaç de regenerar-se en un 99,1% 
i el t1/2 ha estat de 17,2  0,3 min. Per tant podem afirmar, que en afegir VPA a la mostra de 
rodopsina es regenera un % més elevat d’aquesta i a més ho fa en menys temps.  
Per últim, a mode de resum, es mostra un recull dels valor de t1/2 de la proteïna en absència i en 
presència de VPA (Taula 3).  
 Rodopsina VPA 
t1/2 (min) 19,5  0,4 17,2  0,3 
% regenerat 84,6% 99,1% 
Taula 3. t1/2 obtinguts en les diferents condicions en que s'ha dut a terme l'assaig de regeneració. Els valors representen la 












4.3 COMPORTAMENT DE LA RODOPSINA I VPA EN 
ACIDIFICAR  
 
Amb aquest experiment, volem observar si hi ha algun desplaçament en el pic de màxima 
absorbància de la base protonada de Schiff (=440nm en la rodopsina sola), per tal de poder 
deduir un efecte sobre la forma activada de la rodopsina per part del VPA.  
A continuació es mostren les gràfiques dels resultats obtinguts. A la figura 20, l’acidificació de la 




























Gràfica 21. Acidificació d’una mostra de rodopsina junt en presència de VPA. 
(nm)





















rodopsina acidificada inicial t=0
rodopsina acidificada t=5'
nm)




















rodopsina + VPA il·luminada
rodopsina + VPA acidificada t=0'
rodopsina + VPA acidificada t=5' 




En aquest experiment, els resultats que s’obtenen tant en el cas de la rodopsina sola com en el 
cas de la rodopsina amb VPA, són molt similars, és a dir, no es veu un desplaçament significatiu 
en la corba de la base de Schiff protonada. 
A la taula següent es mostren els resultats numèrics obtinguts de l’acidificació de la rodopsina 
sola i la rodopsina en presència de VPA, on queda reflectit que els resultats són molt semblants 




  Màxima (nm) Absorbància 
Rodopsina Escombrat inicial 501 0,0388 
Il·luminat 380 0,0556 
Acidificat 432 0,0404 
Acidificat 5’ 431 0,0415 
Rodopsina+VPA Escombrat inicial 505 0,0209 
Il·luminat 383 0,0153 
Acidificat 434 0,0353 
Acidificat 5’ 435 0,0379 





















4.4 ESPECTROSCÒPIA DE FLUORESCÈNCIA  
 
Per a continuar amb la investigació de la possible interacció entre el VPA i la rodopsina, vam 
realitzar els assajos de fluorescència, observant, com bé s’ha dit anteriorment als objectius, 
si hi ha algun canvi respecte a la fluorescència dels aminoàcids aromàtics Phe, Trp i Tyr 
presents a la rodopsina i l’alliberació del retinal, tot comparant  la mostra amb rodopsina 
sola i la mostra amb VPA.  
Per tal d’observar les diferències comparem les corbes de les gràfiques que obtenim amb 
els experiments de fluorescència amb rodopsina sola o amb rodopsina i VPA.  
t (s)
























Figura 22. Assaig de fluorescència de rodopsina sola (vermell) i rodopsina amb VPA  (negre). 
 
S’observa que el VPA afecta a la rodopsina fent que el retinal s’alliberi lleugerament més ràpid, 
en comparació amb la mostra de la rodopsina sola (figura 22). 












Com ja s’ha explicat anteriorment a la introducció d’aquest treball, no hi ha un tractament 
establert per la retinosis pigmentària. Per aquest motiu encara es continua investigant per tal 
de trobar-lo. 
El subministrament d’àcid valproic en forma de sal sòdica a pacients amb retinosi pigmentària 
s’està estudiant actualment, i se n’estan valorant els possibles beneficis i tractaments derivats. 
En aquest estudi s’ha volgut contribuir a la investigació de l’efecte d’aquest àcid en l’estructura, 
conformació i estabilitat de la rodopsina. Amb tot, s’ha arribat a les següents conclusions:  
 A 55C a mesura que s’augmenta la concentració de VPA, la rodopsina semblaria 
desestabilitzar-se tèrmicament, però no ho fa significativament. A concentració baixa 
(10M) trobem un t1/2= 8,3  0,2 min que és aproximadament 1 minut més que el que 
presenta la rodopsina sola. En concentració alta (1000M) hem trobat un t1/2=6,3  0,1 
min, havent-hi en aquest cas 1 min menys aproximadament respecte de la rodopsina 
sola.  
 El t1/2  a 50C i a 37C no s’ha pogut determinar degut a que al baixar la temperatura, la 
velocitat de reacció és tan lenta que s’allarga molt el temps necessari per què 
l’absorbància arribi a la meitat de la inicial. Tot i així hem detectat que amb VPA el procés 
semblaria una mica més lent que sense. . 
 En presència de VPA, la rodopsina es regenera en un 14,5% més que en absència 
d’aquest. A més, ho fa de manera més ràpida quan el VPA hi és present, sent la 
diferència de t1/2 de 2,3 min menys.  
 A l’acidificar, no s’observa un desplaçament significatiu en el pic de màxima absorció de 
la base  de Schiff protonada de la rodopsina amb VPA respecte de la rodopsina sola, per 
tant no és probable que hi hagi grans canvis conformacionals a l’entorn de la base de 
Schiff. 
 S’ha observat utilitzant l’espectroscòpia de fluorescència que en presència de VPA 
l’alliberament de retinal per part de la rodopsina és més ràpid que sense.   
Podem dir que el VPA podria tenir un efecte positiu en la regeneració de la rodopsina i potser 





prometedors però no oblidem que s’han de complementar amb estudis in vivo de cara a 
validar-los com a efectius per al tractament de la RP. Aquests tipus d’estudis queden fora de 
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7. COMPROMÍS ÈTIC I SOCIAL 
 
En aquest treball s’han complert totes les implicacions ètiques i socials lligades a la competència 































 : Longitud d’ona expressada en nanòmetres.  
 C: Graus centígrads. Unitat de mesura de la temperatura.  
 l: Microlitres. Unitat de mesura de volum.  
 M: Micromolar. Unitat de concentració equivalent a 10-6 Molar. 
 AV: Agudesa Visual. 
 CV: Camp Visual. 
 DM: Dodecil Maltòsid.  
 EPR: Epiteli Pigmentari de la Retina. 
 Espectroscòpia UV-Vis: Tècnica d’espectroscòpia Ultraviolat-Visible. 
 GABA: Gamma-aminobutyric acid (Àcid gamma-aminobutíric). 
 Glu113: Àcid glutàmic. Aminoàcid en la posició 113 de la cadena proteica.  
 GPCR: G Protein Coupled Receptor (Receptor Acoblat a Proteïna G). 
 ln: Logaritme neperià. 
 logMAR: Logaritme de l’Angle Mínim de Resolució.  
 M: Molar. Unitat de concentració expressada en massa per unitat de quantitat de 
substància, expressada en g/mol.  
 min: Minuts. Unitat de mesura del temps. 
 ml: Mil·lilitres. Unitat de mesura de volum.  
 mM: Mil·limolar. Unitat de concentració equivalent a 10-3 Molar. 
 nm: Nanòmetres. Unitat de longitud equivalent a 10-9 
 ROS: Rod Outer Segments (Segments externs del bastons).  
 RP: Retinosi Pigmentària.  
 rpm: Revolucions per minut.  
 s: Segons. Unitat de mesura del temps.  
 SNC: Sistema Nerviós Central. 
 T: Temperatura, expressada en graus centígrads.  
 t: Temps, expressat en segons, minuts o hores.  
 t1/2: Temps de vida mitja.  
 VPA: Valproic Acid (Àcid Valproic). 




ESPECTRES UV-VISIBLES DE CONTROL 
 
Espectre realitzat a mode de control per veure si amb el temps el VPA generava un pic 
d’absorbància en el rang de  en el que treballem. Es va confirmar que el VPA no absorbeix en 
l’espectre visible al llarg del temps.   
 
Figura 23. Espectre UV-Vis d'una mostra de VPA c=10M en HEPES al llarg del temps. 
 
Comparació d’una mostra de VPA en HEPES amb una mostra de rodopsina, on s’observa que el 


























Figura 24. Espectres UV-Vis de la comparació d'una mostra de rodopsina amb una 





Es va realitzar un registre espectrofotomètric al llarg del temps (de la mateixa manera que es va 
fer amb els assajos de regeneració) a mode de control per tal de veure si entre el VPA i el 9-cis-
retinal hi havia alguna mena d’interacció que fes desplaçar el pic d’absorbància del retinal o en 
fes aparèixer un altre propi. Aquest assaig es va fer amb una concentració de VPA  de 20 M. Els 
espectres demostren que no hi hauria una interacció especifica entre el retinal i el VPA. 
 
Figura 25. Espectre UV-Vis de la interacció de la rodopsina amb el VPA 
 
 
 
